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Objetivo: Investigar potenciais associac¸ões de quatro substituic¸ões do gene NAT2
(N-acetiltransferase 2) e do fenótipo acetilador de NAT2 com o lúpus eritematoso sistêmico
(LES)  e os fenótipos clínicos.
Métodos: A análise molecular das substituic¸ões 481C > T, 590G > A, 857G > A e 191G > A do
gene NAT2 foi feita com a técnica de PCR-RFLP, usando DNA extraído de amostras de sangue
periférico obtidas de pacientes com LES (n = 91) e controles (n = 97).
Resultados e conclusões: O genótipo 857GA foi mais prevalente entre pacientes com LES não
brancas (OR = 4,01, IC 95% = 1,18-13,59). O alelo 481 T apresentou associac¸ão positiva com as
alterac¸ões hematológicas que envolvem mecanismos autoimunes, especiﬁcamente anemia
hemolítica autoimune ou trombocitopenia autoimune (OR = 1,97; IC 95% = 1,01-3,81).
©  2016 Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este e´ um artigo Open Access sob uma
licenc¸a  CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
Polymorphisms  in  NAT2  (N-acetyltransferase  2)  gene  in  patients
with  systemic  lupus  erythematosus
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Objective: To investigate potential associations of four substitutions in NAT2 gene and of
acetylator phenotype of NAT2 with systemic lupus erythematosus (SLE) and clinical phe-
notypes.
enetic polymorphism Methods: Molecular analysis of 481C > T, 590G > A, 857G > A, and 191G > A substitutions in the
ormed by PCR-RFLP technique, using DNA extracted from peripheralcetylator phenotype NAT2  gene was perf
linical phenotypes blood  samples obtained from patients with SLE (n = 91) and controls (n = 97).
Results and conclusions: The 857GA genotype was more prevalent among nonwhite SLE pati-
ents  (OR = 4.01, 95% CI = 1.18-13.59). The 481 T allele showed a positive association with
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hematological disorders that involve autoimmune mechanisms, speciﬁcally autoimmune
hemolytic anemia or autoimmune thrombocytopenia (OR = 1.97; 95% CI = 1.01-3.81).
©  2016 Published by Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC
Y-NC
Análise  molecular  dos  polimorﬁsmos  de  NAT2B
Introduc¸ão
O lúpus eritematoso sistêmico (LES) é uma  síndrome autoi-
mune, crônica e sistêmica. O acometimento de diversos
tecidos e órgãos é resultante de processos inﬂamatórios crôni-
cos gerados pela deposic¸ão de imunocomplexos decorrentes
da produc¸ão elevada de autoanticorpos. Embora a etiologia
do LES ainda não esteja completamente esclarecida, estudos
apontam para uma  complexa interac¸ão entre determinantes
genéticos e ambientais.1 Irradiac¸ão ultravioleta, medica-
mentos, agentes infecciosos, tabagismo e diversos agentes
químicos têm sido descritos como potenciais fatores de risco
para essa doenc¸a.2 Estudos em diversas populac¸ões demons-
traram que o hábito tabágico tem associac¸ão positiva com o
LES, com razões de chances entre 1,6 e 6,6.2–7 Além de inﬂu-
enciar o desenvolvimento de LES, o hábito tabágico também
tem sido associado à manutenc¸ão de atividade da doenc¸a e a
menor resposta ao tratamento com antimaláricos.4,8
A associac¸ão entre fatores genéticos e lúpus, especiﬁ-
camente o lúpus induzido pela hidralazina, foi avaliada
primeiramente em 1970. Foi observada uma  relac¸ão entre
a enzima N-acetiltransferase 2 (NAT2), capaz de acetilar o
medicamento, e o lúpus, com uma  maior proporc¸ão do fenó-
tipo acetilador lento entre os portadores da doenc¸a.9 Uma
dose cumulativa menor de procainamida também se mostrou
capaz de induzir lúpus em pacientes com fenótipo acetila-
dor lento quando comparados com pacientes com fenótipo
acetilador rápido.10 Em outro estudo, no qual se considerou
o hábito tabágico e o fenótipo da enzima NAT2, envolvida na
acetilac¸ão de componentes da fumac¸a do cigarro, o maior risco
(2,26 vezes) de desenvolvimento de LES atribuído a pacien-
tes fumantes em relac¸ão aos não fumantes foi ainda maior
(6,44 vezes) quando o fenótipo lento da enzima NAT2 foi
observado.2
As enzimas N-acetiltransferases (NATs) participam da
segunda fase do metabolismo de xenobióticos e a reac¸ão de
acetilac¸ão pode ocorrer por duas vias distintas: por meio da O-
-acetilac¸ão, após a ac¸ão da enzima de primeira fase citocromo
P450 (CYP450), e pela N-acetilac¸ão, quando a enzima atua
sobre o composto em uma  etapa anterior à ac¸ão da CYP450.
Ambas as vias podem resultar na formac¸ão de aduto de DNA.11
Existem duas isoformas de enzimas N-acetiltransferases
humanas, NAT1 e NAT2, que são diferentemente expressas
de acordo com o tecido e que apresentam especiﬁcidade para
substratos distintos.11–13 A acetilac¸ão de compostos aromáti-
cos e aminas heterocíclicas, como o 4-aminobifenil, presente
na fumac¸a do cigarro,14 por meio da transferência do grupo
acetil de uma  molécula de acetil-CoA para o grupo amino livre
do composto, é promovida preferencialmente pela NAT2.14A isoforma NAT2 é codiﬁcada pelo gene NAT2, que está
localizado no cromossomo 8 (8p22), juntamente com o
gene NAT1 e o pseudogene NATP. O gene NAT2 é altamente-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
polimórﬁco e a diversidade dos alelos descritos resulta da
combinac¸ão de mutac¸ões pontuais de bases seleciona-
das (SNPs – Single Nucleotide Polymorphisms).15 O fenótipo
da enzima pode ser determinado por SNPs existentes na
região codiﬁcadora do gene, que inﬂuenciam a aﬁnidade
pelo substrato, a atividade catalítica e/ou a estabilidade da
proteína resultante.16 Dentre as alterac¸ões nucleotídicas
comumente usadas para inferir o fenótipo acetilador de
NAT2, destacam-se 481C > T (rs1799929), 590G > A (rs1799930),
857G > A (rs1799931) e 191G > A (rs1801279).2,17,18
Devido à importância do tema em questão e à ausência
de pesquisas brasileiras, neste estudo foi feita a avaliac¸ão
da presenc¸a de quatro substituic¸ões no gene NAT2 (481C > T,
590G > A, 857G > A e 191G > A) e do fenótipo da enzima NAT2
em pacientes com lúpus eritematoso sistêmico residentes no
Rio de Janeiro. Nossa populac¸ão de estudo foi estratiﬁcada de
acordo com o hábito tabágico e características étnicas. Nas
nossas análises, foram consideradas ainda algumas caracte-
rísticas clínicas da doenc¸a.
Material  e  métodos
Populac¸ão  de  estudo
A populac¸ão de estudo foi selecionada a partir de um grupo
de mulheres participantes de um estudo anterior, que incluiu
sequencialmente pacientes com LES (conforme os critérios
de classiﬁcac¸ão do Colégio Americano de Reumatologia),
acompanhadas regularmente na Disciplina de Reumatologia
da UERJ, e mulheres sem lúpus, que haviam compare-
cido para consulta ginecológica de rotina em um setor da
mesma  universidade.19,20
Aspectos clínicos e sociodemográﬁcos, incluindo
informac¸ões sobre cor da pele/etnia da participante e de
seus pais, por autodeclarac¸ão, e hábito tabágico foram
obtidos por meio da aplicac¸ão de um questionário semi-
estruturado. Os pacientes e controles foram classiﬁcados
como brancos quando o indivíduo e seus pais eram brancos
por autodeclarac¸ão e como não brancos quando o indiví-
duo e/ou pelo menos um dos pais era pardo ou negro por
autodeclarac¸ão. Dados clínicos especíﬁcos foram obtidos a
partir de revisão de prontuário.
O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa
do Hospital Universitário Pedro Ernesto (HUPE/UERJ #321 e
#909) e todas as pacientes foram incluídas somente após a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
previamente aprovado.O DNA genômico foi extraído a partir das amostras
de sangue periférico de acordo com Vargas-Torres et al.
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nossa populac¸ão de estudo, em relac¸ão às quatro substituic¸ões
de NAT2. Os perﬁs de digestão representativos de cada uma
das análises podem ser visualizados na ﬁgura 1.
Tabela 1 – Características clínicas das pacientes
portadoras de lúpus eritematoso sistêmico avaliadas
no estudo
Dados clínicos
Idade ao início dos sintomas (MD ± DP) 27,8 ± 10,9
Tempo decorrido entre o início dos sintomas e
o diagnóstico de LES (MD ± DP) (meses)
20,0 ± 28,3
Critérios do Colégio Americano de Reumatologia (ACR) (%)
Eritema malar 78,0
Lesões discoides 15,4
Fotossensibilidade 72,5
Úlcera oral 53,8
Artrite 84,6
Pleurite 33,0
Pericardite 28,6
Alterac¸ões hematológicasa 39,6
Anemia hemolítica 44,6
Psicose 14,3
Convulsão 5,5
Alterac¸ões renais (proteinúria) 78,0r e v b r a s r e u m a t o l
2014).21 A análise das substituic¸ões 481C > T, 590G > A,
57G > A e 191G > A do gene NAT2 foi feita com a téc-
ica de reac¸ão de polimerase em cadeia-polimorﬁsmo
e comprimento de fragmentos de restric¸ão – PCR-RFLP
Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Poly-
orphism),  de acordo com Huang et al. (1999),17 com algumas
odiﬁcac¸ões. A ampliﬁcac¸ão do DNA genômico foi feita
om os seguintes iniciadores: 5′-GGAACAAATTGGACTTGG-3′
 5′-TCTAGCATGAATCACTCTGC-3′ (Life Technologies). Após
 ampliﬁcac¸ão, alíquotas do produto de PCR foram dige-
idas separadamente com as enzimas de restric¸ão KpnI
481C > T) e BamHI (590G > A), seguida de análise eletroforética
m gel de agarose, e MspI (857G > A) e TaqI (191G > A), seguida
e análise por eletroforese em gel de poliacrilamida. Após a
letroforese, os géis foram corados com brometo de etídeo e
s produtos das digestões foram visualizados sob luz UV. Para
valiac¸ão da reprodutibilidade da técnica, 10% das amostras
oram selecionadas aleatoriamente e reavaliadas.
lassiﬁcac¸ão  fenotípica
este trabalho, foi usada a classiﬁcac¸ão bimodal,17 em que
s fenótipos intermediário e rápido são agrupados em uma
nica categoria. Assim, a presenc¸a e a ausência do alelo
T (ausência das quatro substituic¸ões de NAT2, 481C > T,
90G > A, 857G > A e 191G > A) deﬁnem os fenótipos rápido
 lento, respectivamente. Na prática, amostras sem alguma
as quatro alterac¸ões ou heterozigotas para apenas uma
as substituic¸ões foram consideradas como tendo fenóti-
os acetiladores rápidos. Já as amostras homozigotas em
penas uma  das substituic¸ões foram classiﬁcadas como
enótipos acetiladores lentos. A deﬁnic¸ão dos fenótipos de
mostras apresentando duas ou mais alterac¸ões foi feita
onsiderando-se todas as combinac¸ões possíveis de alelos
 veriﬁcando sua frequência na nossa populac¸ão, conforme
 análise de estimativa de haplótipos feita a partir das
requências das substituic¸ões individuais, como descrito pos-
eriormente. Combinac¸ões com pelo menos um haplótipo
aro, com frequência estimada menor do que 0,01, foram con-
ideradas improváveis e foram descartadas.
As amostras sem resultado para uma  das quatro
ubstituic¸ões analisadas cujo genótipo faltante não interferi-
ia no fenótipo deﬁnido pelas outras três substituic¸ões foram
ncluídas no estudo.
nálise  estatística
 teste t de Student foi usado para analisar as diferenc¸as entre
édias e desvios padrão e foi feito com o software GraphPad
rism versão 6.05 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).
A populac¸ão de estudo foi testada em relac¸ão ao princípio
e Hardy-Weinberg pelo teste de qui-quadrado (2), admitiu-
se grau de liberdade igual a 1, por meio do software SNPStats
Institut Català d’Oncologia, Barcelona, Spain).22
As diferenc¸as entre as frequências genotípicas e alélicas
os grupos de casos e de controles foram avaliadas pelo teste
e 2 ou teste exato de Fisher. As razões de chances (OR – odds
atio) e os intervalos de conﬁanc¸a (IC 95%) foram determina-
os para estimar a magnitude da associac¸ão das substituic¸ões
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usando, quando possível, os modelos genéticos codominante,
dominante e recessivo. O alelo mais frequente e o genótipo
homozigoto desse alelo foram considerados como referências.
Esses testes foram feitos com o software GraphPad Prism ver-
são 6.05 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).
As análises de interac¸ões entre genótipos ou fenótipos de
NAT2, hábito tabágico, características étnicas e o diagnóstico
de LES, possíveis associac¸ões entre genótipos ou fenótipos de
NAT2 e diversas características clínicas do LES, assim como a
estimativa de haplótipos a partir das frequências dos genó-
tipos correspondentes às quatros substituic¸ões, foram feitas
com o software SNPStats (Institut Català d’Oncologia, Barce-
lona, Spain).22 Foram considerados signiﬁcativos valores de p
menores do que 0,05.
Resultados
Nossa populac¸ão de estudo foi composta por 188 participan-
tes, 91 pacientes com LES (grupo de casos) e 97 mulheres sem
LES (grupo controle). As médias de idade (± desvio padrão)
das pacientes com LES (40,6 ± 11,1 anos; 20-69 anos) e dos con-
troles (36,9 ± 10,8 anos; 17-66 anos), no momento de inclusão
no estudo, foram signiﬁcativamente diferentes (p = 0,0214).
Embora as distribuic¸ões por faixa etária nos dois grupos
também tenham se mostrado diferentes (p = 0, 0168), aproxi-
madamente 60% das mulheres pertencentes aos dois grupos
apresentaram idade entre 30 e 49 anos. O percentual de mulhe-
res não brancas se mostrou diferente entre os dois grupos
de estudo, com valor de p marginal (p = 0,0539). As caracte-
rísticas clínicas mais importantes observadas nas pacientes
portadoras de LES podem ser observadas na tabela 1.
Foram avaliadas 188 amostras de DNA, correspondentes àFAN positivo 60,4
a Foi agrupada como alterac¸ão hematológica a reduc¸ão de plaque-
tas, linfócitos e leucócitos.
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Figura 1 – Análise molecular de quatro substituic¸ões no gene NAT2.  (A) Fotograﬁa de um gel de agarose 2% com brometo de
etídeo para análise da substituic¸ão 481C > T. Linha 1 –controle negativo da reac¸ão de digestão (amplicon íntegro); Linha 2 –
amostra representativa do genótipo NAT2 481CC (dois alelos com sítio de restric¸ão da KpnI); Linha 3 – amostra representativa
do genótipo NAT2 481CT (apenas um dos alelos com sítio de restric¸ão da KpnI); Linha 4 – amostra representativa do
genótipo NAT2 481TT (dois alelos sem sítio de restric¸ão da KpnI); Linha 5 – padrão de peso molecular (GeneRulerTM 100 bp
DNA Ladder, ready to use – Fermentas). (B) Fotograﬁa de um gel de poliacrilamida 6% corado com brometo de etídeo para
análise da substituic¸ão 590G > A. Linha 1 – controle negativo da reac¸ão (amplicon íntegro); Linha 2 – amostra representativa
do genótipo NAT2 590GG (dois alelos com sítio adicional de restric¸ão da TaqI); Linha 3 – amostra representativa do genótipo
NAT2 590GA (apenas um dos alelos com sítio adicional de restric¸ão da TaqI); Linha 4 – amostra representativa do genótipo
NAT2 590AA (dois alelos sem sítio adicional de restric¸ão da TaqI); Linha 5 – padrão de peso molecular (GeneRulerTM 100 bp
DNA Ladder, ready to use –Fermentas). (C) Fotograﬁa de um gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo para análise da
substituic¸ão 857G > A. Linha 1 – controle negativo da reac¸ão de digestão (amplicon íntegro); linhas 2 e 5 – amostras
representativas do genótipo NAT2 857GG (dois alelos com o sítio adicional de restric¸ão da BamHI); Linhas 3 e 4 – amostras
representativas do genótipo NAT2 857GA (apenas um dos alelos com o sítio adicional de restric¸ão da BamHI); Linha 6 –
padrão de peso molecular (GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder, ready to use – Fermentas). (D) Fotograﬁa de gel de poliacrilamida
5% corado com brometo de etídeo para análise da substituic¸ão 191G > A–. Linha 1 – amostra representativa do genótipo
NAT2 191GA (apenas um dos alelos com sítio de restric¸ão da MspI); Linhas 2 e 3 – amostras representativas do genótipo
NAT2 191GG (dois alelos com sítio adicional de restric¸ão da MspI); Linhas 4 – controle negativo da reac¸ão de digestão
eRul(amplicon íntegro); Linha 5 – padrão de peso molecular (Gen
O grupo controle obedeceu ao princípio de Hardy-Weinberg
com respeito às substituic¸ões analisadas (tabela 2). As
distribuic¸ões genotípicas e alélicas correspondentes às qua-
tro substituic¸ões do gene NAT2,  assim como as distribuic¸ões
fenotípicas de NAT2 (tabela 2) e as frequências dos haplóti-
pos (tabela 3) não apresentaram diferenc¸as estatisticamente
signiﬁcativas entre casos e controles.A populac¸ão de estudo foi subdividida, de acordo com
as características étnicas, em dois subgrupos, brancas e não
brancas. Não foi observada diferenc¸a signiﬁcativa nas análises
relacionadas às substituic¸ões 481C > T, 590G > A e 191G > A ouerTM 1 kp DNA Ladder, ready to use – Fermentas).
o fenótipo de NAT2. No entanto, com relac¸ão à substituic¸ão
857G > A, o genótipo GA foi mais prevalente no grupo de
pacientes com LES em relac¸ão aos controles apenas entre
as participantes não brancas (OR = 4,01, IC 95% = 1,18-13,59;
p = 0,023) (tabela 4).
A populac¸ão de estudo foi ainda estratiﬁcada de acordo
com o hábito tabágico (fumantes ou ex-fumantes e não
fumantes). Não foi observada qualquer associac¸ão dessa
variável, juntamente com os genótipos de NAT2 ou o fenótipo
acetilador da enzima, com o diagnóstico da doenc¸a (dados não
mostrados).
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Tabela 2 – Distribuic¸ões genotípicas e alélicas relativas a cada uma  das quatro substituic¸ões do gene NAT2 e o fenótipo
acetilador nos grupos de casos (pacientes lúpicas) e controles
Substituic¸ão/Fenótipo acetilator Genótipo/alelo/fenótipo Casos (n = 91) Controlesa (n = 97) Casos vs. controles
n (%) ou (f) n (%) ou (f) OR (IC 95%)
NAT2 481C > T
CC  40 (44) 34 (35) 1,00
CT 39 (43) 46 (48) 0,72 (0,39–1,35)
TT 12 (13) 16 (17) 0,64 (0,27–1,53)
CT + TT 51 (56) 62 (65) 0,70 (0,39–1,26)
C 119 (0,65) 114 (0,59) 1,00
T 63 (0,35) 78 (0,41) 0,77 (0,51–1,18)
NAT2 590 G > A
GG  53 (59) 66 (68) 1,00
GA 32 (36) 27 (28) 1,48 (0,79–2,76)
AA 5 (6) 4 (4) 1,56 (0,40–6,09)
GA + AA 37 (41) 31 (32) 1,49 (0,82–2,71)
G 138 (0,77) 159 (0,82) 1,00
A 42 (0,23) 35 (0,18) 1,38 (0,84–2,29)
NAT2 857 G > A
GG  70 (84) 88 (93) 1,00
GA 13 (16) 7  (7) 2,34 (0,88–6,17)
AA 0 0 N/A
GA + AA 13 (16) 7 (7) 2,34 (0,88–6,17)
G 153 (0,92) 183 (0,96) 1,00
A 13 (0,08) 7 (0,04) 2,22 (0,86–5,71)
NAT2 191 G > A
GG  87 (96) 81 (91) 1,00
GA 4 (4) 7 (8) 0,53 (0,15–1,89)
AA 0 1 (1) N/A
GA + AA 4 (4) 8 (9) 0,47 (0,14–1,61)
G 178 (0,98) 169 (0,95) 1,00
A 4 (0,02) 9 (0,05) 0,42 (0,13–1,40)
Fenótipo acetilador
Rápido 45 (53) 48 (53) 1,00
Lento 40 (47) 43 (47) 1,00 (0,56–1,82)
f, frequência alélica; n, n◦ de pacientes; N/A, não se aplica.
O total de amostras com dados relativos aos quatro polimorﬁsmos de NAT2 e ao fenótipo acetilador podem diferir do total de amostras analisadas,
devido à existência de resultados insatisfatórios.
NAT2
a
a
m
p
b
F
e
la Teste de equilíbrio de Hardy-Weinberg: NAT2 481C > T (p = 1,00); 
(SNPStats).
As análises mencionadas anteriormente foram feitas
penas no grupo de pacientes com lúpus considerando
s seguintes características clínicas: presenc¸a de eritema
alar, lesões discoides, fotossensibilidade, úlcera oral, artrite,
leurite, pericardite, anemia hemolítica autoimune, trom-
ocitopenia autoimune, psicose, convulsão, proteinúria e
AN positivo. O alelo 481 T se mostrou mais prevalente
m pacientes com alterac¸ões hematológicas (anemia hemo-
ítica autoimune ou trombocitopenia autoimune) quando
Tabela 3 – Distribuic¸ões de haplótipos do gene NAT2 nos grupo
Haplótipo de NAT2 
481C > T 590G > A 857G > A 191G > A 
T G G G 
C G G G 
C A G G 
C G A G 
C G G A 
T G A G 
f, frequência haplotípica; N/A, não se aplica.
Os haplótipos com frequência menor do que 0,01 não foram considerados 590G > A (p = 0,50); NAT2 857G > A (p = 1,00); NAT2 191G > A (p = 0,19)
comparadas com aquelas que não apresentavam essa carac-
terística (OR = 1,97; IC 95% = 1,02-3,82; p = 0,0477). Não se
observou qualquer associac¸ão entre as demais substituic¸ões
de NAT2 ou o fenótipo de NAT2 e as características clínicas
das pacientes (dados não mostrados). Na análise que incluiu
o hábito tabágico, o grupo de pacientes com LES foi sub-
dividido em fumantes atuais e não fumantes, incluindo os
ex-fumantes. O hábito tabágico, isoladamente, mostrou-se
associado às lesões de lúpus discoide (OR = 8,62, IC 95% = 2,
s de casos (pacientes lúpicas) e controles
Casos (f) Controles (f) Casos vs. controles
OR (IC 95%)
0,3231 0,3990 1,00
0,3595 0,3405 1,25 (0,76-2,06)
0,2170 0,1653 1,67 (0,94-2,95)
0,0476 0,0360 1,89 (0,61-5,88)
0,0139 0,0435 0,63 (0,18-2,12)
0,0231 0 N/A
.
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Tabela 4 – Análise de interac¸ão entre os genótipos relativos às substituic¸ões no gene NAT2 ou o fenótipo de NAT2, a
origem étnica nos grupos de casos (pacientes lúpicas) e controles
Substituic¸ão/fenótipo
acetilador
Cor  da pele/etnia Genótipo/fenótipo Casos
n  (%)
Controles
n (%)
Casos vs. Controles
OR (IC 95%)
NAT2 481C > T
Branca C/C 12 (36) 6 (27) 1,00
C/T 19 (58) 11(50) 0,86 (0,25-2,95)
T/T 2 (6) 5 (23) 0,20 (0,03-1,35)
Não branca C/C 28 (48) 28 (38) 1,00
C/T 20 (35) 35 (47) 0,57 (0,27-1,22)
T/T 10 (17) 11 (15) 0,91 (0,33-2,48)
NAT2 590G > A
Branca G/G 18 (55) 17 (77) 1,00
G/A 14 (42) 4 (18) 3,31 (0,91-12,06)
A/A 1 (3) 1 (5) 0,94 (0,05-16,34)
Não branca G/G 35 (61) 49 (65) 1,00
G/A 18 (32) 23 (31) 1,10 (0,52-2,33)
A/A 4 (7) 3 (4) 1,87 (0,39-8,87)
NAT2 857G > A
Branca G/G 27 (90) 19 (86) 1,00
G/A 3 (10) 3 (14) 0,70 (0,13-3,87)
A/A 0 0 N/A
Não branca G/G 43 (81) 69 (95) 1,00
G/A 10 (19) 4 (5) 4,01 (1,18-13,59)a
A/A 0 0 N/A
NAT2 191G > A
Branca G/G 32 (97) 20 (95) 1,00
G/A 1 (3) 1 (5) 0,62 (0,04-10,57)
A/A 0 0 N/A
Não branca G/G 55 (95) 61 (90) 1,00
G/A 3 (5) 6 (9) 0,55 (0,13-2,32)
A/A 0 1 (1) N/A
Fenótipo acetilador
Branca Rápido 17 (55) 11 (52) 1,00
Lento 14 (45) 11 (48) 1,21 (0,41–3,63)
Não branca Rápido 28 (52) 37 (54) 1,00
Lento 26 (48) 32 (46) 0, 93 (0,46–1,90)
n, n◦ de pacientes; N/A, não se aplica.
Brancas, mulheres e seus pais brancos por autodeclarac¸ão. Não brancas, mulheres e/ou pelo menos um dos pais pardo ou negro por
autodeclarac¸ão.
Resultado signiﬁcativo se encontra em negrito.
a Teste de Fisher: p = 0,0230.
40-30,96; p = 0,0011) e proteinúria (OR = 0,17, IC 95% = 0,05-0,59;
p = 0,0056). No entanto, a análise conjunta dos genótipos de
NAT2, ou fenótipo acetilador, e o hábito tabágico não reve-
lou qualquer associac¸ão com as características clínicas das
pacientes portadoras de LES (dados não mostrados).
Discussão  e  conclusão
As variantes de NAT2 (N-acetiltransferase 2) têm sido ampla-
mente estudadas para avaliar: a sua distribuic¸ão entre grupos
étnicos distintos, o que pode estar relacionado também à
exposic¸ão a diferentes fatores ambientais; e sua associac¸ão
com uma  vasta gama de doenc¸as, incluindo as de origem
autoimune. Neste trabalho, avaliamos a possível existência de
associac¸ão entre os polimorﬁsmos 481C > T, 590G > A, 857G > A
e 191G > A do gene NAT2 e o lúpus eritematoso sistêmico.
Os estudos de associac¸ão entre NAT2 e o LES descritos na
literatura, em geral, consideram o fenótipo acetilador, e não
os polimorﬁsmos de NAT2 isoladamente. Considerando que
as substituic¸ões analisadas neste trabalho podem interferir
nos níveis de expressão gênica por meio de mecanismos deregulac¸ão pós-transcricionais (481C > T), alterar a estabilidade
da enzima (590G > A e 191G > A) ou modiﬁcar a seletividade
e a atividade catalítica (857G > A),16 a análise de associac¸ão
foi feita também com cada uma  das substituic¸ões de modo
isolado. Entretanto, nossos resultados revelaram ausência de
associac¸ão entre as quatro substituic¸ões de NAT2 ou o fenótipo
acetilador de NAT2 e a doenc¸a (tabela 1). A estimativa de hapló-
tipos também não revelou qualquer associac¸ão com o LES
(tabela 2), embora tenha auxiliado na classiﬁcac¸ão fenotípica
das amostras, como mencionado anteriormente. Trabalhos
recentes também têm usado esse recurso para inferir os fenó-
tipos de NAT2 a partir dos dados de genotipagem.23,24
Os polimorﬁsmos no gene NAT2 analisados apresentam
distribuic¸ões alélicas diferentes entre diversas populac¸ões.
Sabbagh et al. (2011) ﬁzeram um levantamento das frequências
de diversos polimorﬁsmos de NAT2,  e também de seu fenótipo,
em todo o mundo.25 A distribuic¸ão mundial da frequên-
cia dos polimorﬁsmos avaliados neste estudo encontra-se
na tabela 5. As frequências observadas no grupo controle
se assemelham àquelas encontradas em diversos continen-
tes. O alelo NAT2 191A apresentou frequência de 0,02, igual
à observada na América, enquanto a frequência do alelo
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Tabela 5 – Frequências dos alelos menos frequentes de NAT2 (481 T, 590A, 857A, 191A) observadas em diversas
populac¸ões
Populac¸ão Substituic¸ão  de NAT2
857G > A 481C > T 590G > A 191G > A
Áfricaa 0,04 0,30 0,25 0,09
Europaa 0,03 0,44 0,27 0,01
Ásiaa 0,12 0,18 0,27 0
Américaa 0,20 0,25 0,11 0,02
Oceaniaa 0,04 0,04 0,32 0
Este estudob 0,08 0,35 0,23 0,02
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b Pacientes do grupo controle.
AT2 590A foi similar à observada na África (0,23 e 0,25, res-
ectivamente). Já os alelos NAT2 481 T (0,35) e NAT2 857A
0,08) apresentaram frequências intermediárias em relac¸ão
s encontradas na África e na América. A populac¸ão do Rio
e Janeiro, assim como a populac¸ão brasileira em geral, é
esultante da mistura de grupos étnicos, em particular afri-
anos, europeus e ameríndios nativos. Estudos demonstram
ue a populac¸ão do Rio de Janeiro apresenta, aproximada-
ente, 31% de marcadores de ancestralidade característicos
e africanos, 55% de europeus e 14% de ameríndios.26 Nessa
esma  populac¸ão, foi observado que indivíduos brancos, por
utodeclarac¸ão, apresentavam 86% de ancestralidade euro-
eia e 13% de ancestralidade africana ou ameríndia. Já os
ndivíduos autodeclarados não brancos, pardos ou negros,
inham 24% e 49% de ancestralidade africana e 67% e 43%
e ancestralidade europeia, respectivamente.27 Esses dados
videnciam o maior grau de miscigenac¸ão presente em par-
os e negros autodeclarados. O alto grau de heterogeneidade
tnica da nossa populac¸ão de estudo poderia explicar os valo-
es próximos, mas  não iguais, àqueles observados em outras
opulac¸ões.
Na literatura, existem relatos sobre a associac¸ão de
olimorﬁsmos de NAT2 com diversas doenc¸as, tais como
iferentes tipos de câncer,28 periodontite29 e doenc¸as
utoimunes,3,30,31 que têm o hábito tabágico como fator de
isco ambiental.29,32 Já foi observada uma  associac¸ão entre o
enótipo acetilador de NAT2, o tabagismo e o LES.2 Entretanto,
a populac¸ão brasileira não há estudo acerca da associac¸ão
os polimorﬁsmos no gene NAT2 e/ou do fenótipo acetilador
om essa doenc¸a, especialmente em fumantes. Embora diver-
os autores considerem que a exposic¸ão aos componentes
o tabaco possa constituir um “gatilho” para o desenvol-
imento do LES,2–7 tivemos acesso às informac¸ões sobre o
ábito de fumar por ocasião da coleta das amostras bioló-
icas, e não à época de abertura da doenc¸a. Por isso, nossa
opulac¸ão de estudo foi subdividida em dois subgrupos de
cordo com o hábito tabágico, fumantes ou ex-fumantes e
ão fumantes. Nossos resultados não revelaram qualquer
ssociac¸ão entre essas variáveis e a doenc¸a (dados não mos-
rados). É importante ressaltar que no momento em que
ma  paciente é diagnosticada recebe a orientac¸ão de não
umar, o que pode ter criado um viés na análise. De fato, um
úmero menor de fumantes e ex-fumantes foi observado no
rupo de casos, o que não está relacionado a uma  protec¸ão
o hábito tabágico em relac¸ão ao desenvolvimento da doenc¸a.odelos de doenc¸a incluído no grupo de casos.
Cabe destacar que dados adicionais de tabagismo, incluindo o
tempo de exposic¸ão e a quantidade de mac¸os de cigarro/dia,
no momento do primeiro sinal de manifestac¸ão da doenc¸a,
poderiam contribuir para as análises feitas, considerando a
possibilidade de diversos componentes da fumac¸a do cigarro
serem diferencialmente metabolizados em func¸ão do fenó-
tipo acetilador. Porém, o momento do início da doenc¸a é um
aspecto complexo de ser estabelecido. É frequente um período
de muitos meses entre o início dos sintomas e o diagnóstico
da doenc¸a.
Além da diferenc¸a na frequência dos polimorﬁsmos de
NAT2 em diferentes populac¸ões, a incidência de LES é maior
em pacientes etnicamente miscigenados.5 Por isso, neste
estudo avaliamos se havia associac¸ão entre a distribuic¸ão
dos polimorﬁsmos de NAT2 e o LES em pacientes com essa
característica étnica. Usamos a autodeclarac¸ão e informac¸ões
sobre a cor de pele parental (pai e mãe) para deﬁnir a ori-
gem étnica das pacientes, como reportado na literatura,21 mas
reconhecemos que outros métodos poderiam se apresentar
mais adequados. Resultados signiﬁcativos foram observados
apenas em relac¸ão ao polimorﬁsmo NAT2 857G > A. O genótipo
NAT2 857GA representou potencial de risco para a doenc¸a em
mulheres não brancas (tabela 4). A substituic¸ão NAT2  857G > A
tem como consequência, na proteína, a troca do aminoá-
cido glicina por glutamato (G286E). Essa alterac¸ão modiﬁca
o acesso ao sítio ativo da enzima, o que resulta em diminuic¸ão
da seletividade e da capacidade catalítica.16 Portanto,
o polimorﬁsmo NAT2 857G > A está relacionado à reduc¸ão
no metabolismo de aminas aromáticas e heterocíclicas.16 A
substituic¸ão 857G > A está presente em 11 alelos de NAT2,  dos
quais dois apresentam fenótipo acetilador lento e os demais
ainda não tiveram seus fenótipos deﬁnidos.33 O fenótipo ace-
tilador lento poderia conferir maior risco para o LES, uma  vez
que o organismo permaneceria por mais tempo exposto, por
exemplo, a componentes da fumac¸a do cigarro.
Cabe destacar que as variáveis origem étnica e genótipos
de NAT2 857G > A não se mostraram isoladamente associadas
ao LES. Entretanto, a literatura aponta para uma  maior inci-
dência de LES em indivíduos etnicamente miscigenados,1 e,
em uma  populac¸ão de Ilhéus (Bahia/Brasil), o genótipo 857GA
se mostrou mais prevalente em negros, quando comparados
com brancos e ameríndios.34 A ancestralidade da populac¸ão
do Rio de Janeiro se assemelha aos valores estimados para
a populac¸ão do Nordeste brasileiro.26,35 Entretanto, tem sido
sugerido que os grandes centros urbanos, como o Rio de
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Janeiro, apresentam padrões de misturas étnicas ainda mais
diversos.26
Os órgãos acometidos e a intensidade das manifestac¸ões
clínicas em pacientes com LES caracterizam a gravidade da
doenc¸a e de alguma forma direcionam a selec¸ão do esquema
terapêutico. O único resultado signiﬁcativo na análise de
interac¸ão dos polimorﬁsmos de NAT2 ou do fenótipo acetila-
dor com características clínicas do LES foi a maior prevalência
do alelo 481 T em pacientes com alterac¸ões hematológicas,
especiﬁcamente anemia hemolítica autoimune ou tromboci-
topenia autoimune (dados não mostrados). A reduc¸ão desses
tipos celulares pode estar associada à imunossupressão,
gerada pela gravidade da doenc¸a ou pelo uso de medicamen-
tos imunomoduladores.36 Até o momento não há indícios do
modo como os genótipos com o alelo 481T de NAT2 possam
inﬂuenciar na reduc¸ão dessas células sanguíneas. Necessita-
-se, sem dúvida, de maiores investigac¸ões.
No entanto, ao se considerar apenas o hábito tabágico,
foi observada correlac¸ão com a presenc¸a de lúpus dis-
coide (OR = 8,62; IC 95% 2,40-30,96; p = 0,0011) e proteinúria
(OR = 0,17; IC 95% 0,05-0,59; p = 0,0056). Em diversos estudos,
as alterac¸ões dermatológicas presentes em pacientes com LES
foram associadas ao tabagismo e, como citado anteriormente,
o tratamento dessas lesões em fumantes parece exigir doses
mais altas de antimaláricos, em comparac¸ão com aqueles que
não fumam.37–39 No nosso estudo, o número reduzido de paci-
entes com LES e fumantes (n = 7) não nos permitiu inferir se
o hábito tabágico de fato inﬂuenciou na abordagem farma-
cológica. O hábito tabágico é associado também a alterac¸ões
renais, como a proteinúria e a nefropatia.40 No entanto, neste
estudo, das 71 pacientes com proteinúria apenas sete eram
fumantes atuais, 13 eram ex- fumantes e a maioria nunca
fumou.
Na populac¸ão brasileira, são poucos os estudos sobre as
distribuic¸ões genotípicas e alélicas de NAT2,  além de não haver
relatos a respeito da associac¸ão de polimorﬁsmos em NAT2
e o LES. Nosso trabalho é pioneiro nessa área e o entende-
mos  como formulador da hipótese de um potencial papel dos
polimorﬁsmos de NAT2 como fator associado à doenc¸a em
nosso país e eventual associac¸ão com fenótipos clínicos espe-
cíﬁcos. Entretanto, mais estudos que envolvam populac¸ões
maiores são necessários para conﬁrmar a associac¸ão entre
o polimorﬁsmo NAT2 857G > A e o lúpus eritematoso sistê-
mico em mulheres brasileiras autodeclaradas não brancas,
incluindo idealmente a caracterizac¸ão étnica com o uso de
marcadores de ancestralidade.
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